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HBV Vectors and Cells for Their Preparation 

The invention relates to HBV vectors, methods for their preparation, and cells 
that can be used for the purpose, as well as the use of HBV vectors. 

Efficient methods are required for gene therapy to transfer a "therapeutic" DNA to 
selected target organs. In the past, retroviral vectors in particular have been used 
for the purpose which, however, have the disadvantage that the cells to be 
treated must first be propagated in vitro, infected, and then returned to the 
patients. The goal of gene therapy however should be the treatment of cells in. 
situ. 

The strict organ specificity of the vector system employed is an absolute 
requirement for gene therapy in vivo. The hepatocytes of the liver are especially 
important in this regard. The liver is the source of most serum proteins and plays 
a central role in the regulation of metabolism in the peripheral organs. For this 
reason, many different hereditary metabolic defects become manifested in the 
liver. In addition, the liver is also affected by several virus infections that are 
difficult to treat Moreover, the liver, assuming a suitable gene transfer system, 
could be used as a bioreactor for secreting various proteins. This would allow 
new approaches to be taken in the treatment of diseases that are not manifested 
in the liver. 

A liver-cell-specific gene transfer system that could be used in vivo does not yet 
exist however. 

Hence, the goal of the present invention is to create a gene transfer system that 
is liver-cell-specific and is suitable for in vivo gene therapy. 
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This is achieved according to the invention by the subjects in the claims. 

The subject of the present invention is therefore an HBV vector in which 
functional HBV genes are at least partially deleted. 

The term "HBV" indicates hepatitis B virus. This is a DNA virus with a genome 
length of 3.2 kb. The genome of hepatitis B virus contains four partially 
overlapping open reading frames (ORF): the Pol-ORF (HBV polymerase), the S- 
ORFs (surface proteins), the C-ORFs (capsid proteins), and the X-ORF (viral 
transactivator). Hepatitis B virus is liver-cell-specific. 

The term "HBV vector" includes any HBV vector which is suitable for a gene 
transfer, especially in a gene therapy and very specifically a gene therapy in vivo. 
The term "vector" therefore applies to a DNA molecule as well as a virus particle. 

The expression "at least partially deleted in the functional gene of HBV" indicates 
that one to all genes in an HBV vector according to the invention that are 
required for replication of HBV are partially or completely deleted. Such genes 
are particularly those which code for HBV polymerase, surface proteins, and 
capsid proteins. As a result of the above deletion, an HBV vector according to the 
invention can no longer replicate independently in a eukaryotic cell. 

It is advantageous when, in an HBV vector according to the invention, the genes 
for the polymerase, surface proteins, and capsid proteins of HBV are at least 
partially deleted. It is especially advantageous if these genes are completely 
deleted. 

It is also advantageous wh n, in an HBV vector according to the invention, the 
gen of the HBV transactivator is mutated or partially or completely deleted. 
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A preferred HBV vector of the present invention is pHB V7V1 . Its DNA sequence 
is shown in Figure 1. In pHBVA/1, the genes for the HBV polymerase, surface 
proteins, and capsid proteins are completely deleted. Similarly, the gene for the 
transactivator of HBV shows an ochre mutation. pHBVA/1 was deposited with the 
DSM (German Collection of Microorganisms and Cell Cultures) under DSM 9947 
on May 3, 1995. 

In an HBV vector according to the invention, because of its deletion, a foreign 
DNA can be inserted and then expressed in the cells that accept the HBV vector. 
A foreign DNA can be any DNA, especially a diagnostically and/or therapeutically 
effective gene. The length of the foreign DNA can vary but it is advantageous for 
it not to exceed 3 kb. This length corresponds on the protein level to a molecular 
weight of more than 1 00,000, which is sufficient for gene therapy applications. 

The insertion of a foreign DNA into a HBV vector according to the invention takes 
place through the multiple doning site of the latter. Thus, it is also possible to 
insert the foreign DNA between two inverse terminal repetitions of adeno- 
assodated viruses. This would increase the integration frequency as well as the 
integration specificity of the foreign DNA in a special chromosome. 

Another subject of the present invention is a method for preparing the above 
HBV vectors, in such a method, the defect in the independent replication of an 
HBV vector according to the invention is overcome with this vector being 
transfected into cells that express functional HBV proteins. The expression of the 
HBV proteins can be transient and/or stable with a stable expression being 
preferred. With the method according to the invention, HBV vectors are prepared 
as DNA molecules as well as virus particles. 

To produce the above cells, conventional methods may be employed. It is 
advisabl to transfect hepatoma cells, for example H p G2 cells (see Knowles, 
B.B. et al„ Science 209, (1980), 497-499), with expression plasmids that code for 



functional HBV proteins. It is especially favorable if the genes for the individual 
functional HBV proteins are on different expression plasmids. 

To produce the above expression plasmids, it has been found to be favorable to 
use conventional HBV vectors that have selection markers and delete in them 
the epsilon region required for packaging as well as to delete various functional 
HBV genes. The DNA sequence of HBV, including the epsilon region, is known 
(see for example Fujiyama, A. et al., Nucl. Acids Res. 13, (1983), 4601-4610; 
Polack, J.R. and Ganern, D., J. Virol. 67, (1993), 3254-3263). 

For the transfection of hepatoma cells, for example Hep G2 cells with the above 
expression plasmids, conventional methods may be employed. For a transient 
expression of the functional HBV proteins, a DEAE dextran method for example 
is suitable (see McCutchan, J.H. and Pagano, J.S., J. Natl. Cancer Inst. 41, 
(1968), 351-367) while for a stable expression a calcium phosphate precipitation 
method for example can be used (see Graham, F.L and van der Eb, A. J., 
Virology, 52 (1973), 456-467). Cells are contained that express the functional 
HBV proteins. Such cells are likewise a subject of the present invention. Of 
these, the preferred cells are those which express the polymerase, the surface 
antigens, and the capsid proteins of HBV; especially those which express them 
stably. 

The present invention provides a gene transfer system that is liver-cell-specific 
and is suitable for gene therapy, especially in vivo gene therapy The gene 
transfer system comprises HBV vectors and cells in which these vectors can be 
prepared. 

The present invention makes it possible to transfer foreign DNA into liver cells 
and express it there. This makes it possible to treat not only monogenic 
metabolic defects, for example familial hypercholesterinemia, hyperammonemia, 
hyperbilirubinemia, phenylketonuria, ai-antitrypsin deficiency, hemophilia, etc., 
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but also multifactorial diseases such as viral hepatitis, for example HBV, HCV, 
HDV, and last but not least primary hepatocellular carcinoma. 

The present invention also makes it possible to use the liver as a bioreactor for 
secreting any therapeutic proteins into the blood. This lends new aspects to gene 
therapy that go far beyond the original target organ, such as for example the 
treatment of malignant diseases, viral infections, or in general diseases that do 
not manifest themselves in the liver. 

It is also possible with the present invention to monitor a wide variety of methods 
for killing viruses in fluids removed from the body such as blood, in this case, an 
HBV vector provided with a Minotor gene can be added to the body fluid before 
the method begins and then determined at certain time intervals. 

The present invention is therefore best suited as a reagent for diagnosis and/or 
therapy. 



Brief Description of the Drawing 



The figure shows the DNA sequence of an HBV vector according to the 
invention, pHBV/V1. This DNA sequence comprises the following: 



Nucleotide No. Elements 

3262-3272 direct repeat II of HBV 

3496-3504 direct repeat I of HBV 

351 9-3579 epsilon region of HBV 

3694-3748 multiple cloning site 

3962-3970 direct repeat II of HBV 

41 96-4204 direct repeat I of H BV 

4288-4293 poly A region 



\ 
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The remaining nucleotides comprise those of the cloning vector pSPT 19 (se 
Example 1). 

The following examples explain the invention. 

Example 1: Construction of an HBV vector according to the invention, 
pHBVA/1 

From the plasmid pBRHBadr4 (see Fujiyama, A. et al., above) which contains an 
HBV subtype, adr 4, a 621 bp long BamHI/Stu I fragment of adr 4 was cut out 
and inserted into the cloning vector pSPT 19 opened with BamHI/Sma I (see 
catalog from Boehringer Mannheim, Order No. 909815). The plasmid pSPT 0.2x 
HBV was obtained. This plasmid contains all the regulatory elements of the 
E H /C P region required for HBV replication. In pSPT 0.2x HBV, at the BamHI 
restriction location, a complete 3215 bp long HBV genome (BamHI/BamHI 
fragment) of pBRHBadr4 (see above) was inserted. Plasmid pSPT 1.2x HBV was 
obtained. In this plasmid, the above regulatory elements of the Eh/Cp region are 
located at the 5" end and also at the 3' end of the HBV part. In addition, in the X- 
ORF (see above) of pSPT 1.2x HBV, an ochre mutation was added in codon 8. 
The plasmid pSPT 1 .2x HBV Mx was obtained. This plasmid was split with Stul 
and Ncol (interfaces in the HBV genome) and the functional genes of HBV were 
removed. Instead, a multiple cloning site was added. An HBV vector pHBVA/1 
according to the invention was obtained. 

Example 2: Expression of a foreign DNA in an HBV vector, pHBVA/1 
according to the invention 

A known foreign DNA was inserted into the multiple cloning site of pHBVA/1 of 
Example 1 . This was the luciferase gene or the LacZ gene fragment. In the 
former case, the plasmid pV1/HBV-Luc and in the second, the plasmid pV1/HBV- 
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LacZ was obtained. Both plasmids were used for a transient transfection of 
HepG2 cells (see above). 

It was shown that both foreign DNAs were expressed. This is also an indication 
of the replication of pHB/V1 in cells that produce HBV-WT particles. 
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Claims 

1 . HBV vector in which functional genes of HBV are at least partially deleted. 

• 2. HBV vector according to Claim 1 characterized in that the gene for the 
transactivator of HBV mutates or is partially or completely deleted. 

3. HBV vector according to Claim 1 or 2 characterized in that the genes for 
the HBV polymerase, surface proteins, and capsid proteins are deleted 
and the gene for the transactivator of HBV is mutated. 

4. HBV vector according to Claim 3 deposited with the DSM under DSM 
9947. 

5. Method for creating an HBV vector according to Claim 3 comprising the 
following method steps: 

(a) Transfection of cells with the HBV vector according to Claim 3 with 
the cells expressing the HBV polymerase, surface proteins, and 
capsid proteins, and 

(b) Isolation of the HBV vector contained in (a). 

6. Cells expressing the HBV polymerase, surface proteins, and capsid 
proteins. 

7. Use of the HBV vector according to Claim 1 as a reagent for diagnosis 
and/or therapy. 



Use according to Claim 7 with the therapy being an in vivo gene therapy. 
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Fig. 1 

1 TATAGTGTCA CCTAAATCGT ATGTGTATGA TACATAAGGT TATGTATTAA 
51 TTGTAGCCGC GTTCTAACGA CAATATGTAC AAGCCTAATT GTGTAGCATC 
101 TGGCTTACTG AAGCAGACCC TATCATCTCT CTCGTAAACT GCCGTCAGAG 
151 TCGGTTTGGT TGGACGAACC TTCTGAGTTT CTGGTAACGC CGTCCCGCAC 
201 CCGGAAATGG TCAGCGAACC AATCAGCAGG GTCATCGCTA GCCAGATCCT 
251 CTACGCCGGA CGCATCGTGG CCGGCATCAC CG6CGCCACA GGTGCGGTTG 
301 CTGGCGCCTA TATCGCCGAC ATCACCGATG GCGAAGATCG GGCTCGCCAC 
351 TTCGGGCTCA TGAGCGCTTG TTTCGGCGTG GGTATGCTGG CAGGCCCGTG 
401 GCCGGGGGAC TGTTGGGCGC CATCTCCTTG CATGCACCAT TCCTTCCGGC 
451 GGCGGTGCTC AACGGCCTCA ACCTACTACT GGGCTGCTTC CTAATGCAGG 
501 AGTCGCATAA GGGAGAGCGT CGATATGGTG CACTCTCAGT ACAATCTGCT 
551 CTGATGCCGC ATAGTTAAGC CAGCCCCGAC ACCCGCCAAC ACCCGCTGAC 
601 CCGCCCTGAC GGGCTTGTCT GCTCCCGGCA TCCGCMACA GACAAGCTGT 
651 GACCGTCTCC CCGAGCTGCA TGTGTCAGAG GTTTTCACCG TCATCACCGA 
701 AACGCGC6AG ACGAAAG6GC CTCGT6ATAC GCCTATTTTT ATAGGTTAAT 
751 GTCATGATAA TAATGGTTTC OTA6ACGTCA GGTGGCACW WCGGGGAAA 
801 TGTGCGCGGA ACCCCTATT* 6TTTATTTTT CTAAATACAT TCAAATATGT 
851 ATCCGCTCAT GAGACAATAA CCCTGATAAA TGCTTCAAIA ATATTGAAAA 
901 AGGAAGAGTA TGAGTATTCA ACATTTCCGT GTCGCCCTTA TTCCCTTTTT 
951 TGCGGCATTT TGCCOTCCTG TTTTTGCTCA CCCAGAAACG CTGCTGAAAG 
1001 TAAAAGATGC TGAAGATCAG TCGGGTGCAC GASTGGGTTA CATCGAACTG 
1051 GATCTCAACA GCGGTAAGAT CCTTGAGAGT TTICGCCCCG AAGAACGTTT 
1101 TCCAATGATG AGCACTTTTA AAGtTCTGCT ATGTGGCGCG 6TATTATCCC 
1151 GTATTGACGC CGGGCAAGAG CAACTCGGTC GCCGCATACA CTATTCTCAG 
1201 AATGACTTGG TTGAGTACTC ACCAGTCACA GAAAAGCATC TTAOGGATGG 
1251 CATGACAGTA AGAGAATTAT GCAGTGCTGC CATAACCATG AGTGATAACA 
1301 CTGCGGCCAA CTTACTTCTG ACAACGATCG GAGGACCGAA GGAGCTAACC 
1351 GCTTTTTTGC ACAACATGGG GGATCATGTA ACTCGCCTTG ATCGTTGGGA 
1401 ACCGGAGCTG AATCAAGCCA TACCAAACOA COAOCOTGAC ACCACGATQC 
1451 CTGTAGCAAT GGCAACAACG TTGCGCAAAC TATTAACTGG CGAACTACTT 
1501 ACTCTAGCTT CCCGGCAACA ATTAATAGAC TGGATGGAGG CGGATAAAGT 
1551 TGCAGGACCA CTTCTGCGCT CGGCCCTTCC GGCTGGCTGG TTTATTGCTG 
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1601 ATAAATCTGG AGCCGGTGAG CGTGGGTCTC GCGGTATCAT TGCAGCACTG 

1651 GGGCCAGATG GTAAGCCCTC CCGTATCGTA GTTATCTACA CGACGGGGAG 

1701 TCAGGCAACT ATGGATGAAC GAAATAGACA GATCGCTGAG ATAGGTGCCT 

1751 CACTGATTAA GCATTGGTAA CTGTCAGACC AAGTTTACTC ATATATACTT 

1801 TAGATTGATT TAAAACTTCA TTTTTAATTT AAAAGGATCT AGGTGAAGAT 

1851 CCTTTTTGAT MTCTCATGA CCAAAAICCC TTAACGTGAG TTTTCGTTCC 

1901 ACTGAGCGTC AGACCCCGTA GAAAAGATCA AAGGATCTTC TTGAGAXCCT 

1951 TTTTTTCTGC GCGTAATCTG CTGCTTGCAA ACAAAAAAAC CACCGCTACC 

2001 AGCGGTGGTT TGTTTGCCGG ATCAAGAGCT ACCAACTCTT TTTCCGAAGG 

2051 TAACTGGCTT CAGCAGAGCC CAGATACCAA ATACTGTCCT TCTAGTGTAG 

2101 CCGTAGTTAG GCCACCACTT CAAGAACTCT GTAGCACCGC CTACATACCT 

2151 CGCTCTGCTA ATCCTGTTAC CAGTGGCTGC TGCCAGTGGC SATAAGTCGT 

2201 GTCTTACCGG GTTGGACTCA AGACGATAGT TACCGGATAA GGCGCAGCGG 

2251 TCGGGCTGAA CGGGGGGTTC GTCCACACAG CCCAGCTTGG AGCGAACGAC 

2301 CTACACCGAA CTGAGATACC TACAGCGTGA GCATTGAGAA AGCGCCACGC 

2351 TTCCCGAAGG GAGAAAGGCG GACAGGTATC CGGTAAGCGG CAGGGTCGGA 

2401 ACAGGAGAGC GCACGAGGGA GCTTCCAGGG GGAAACGCCT GGTATCTTTA 

2451 TAGTCCTGTC GGGTTTCGCC ACCTCTGACT TGAGCGTCGA TTTTTGTGAT 

2501 GCTCGTCAGG GGGGCGGAGC CTATGGAAAA ACGCCAGCAA CGC6GCCTTT 

25S1 TTACGGTTCC TGGCCTTTTG CTGGCCTTTT GCTCACATGT TCTTTCCTGC 

2601 GTTATCCCCT GA3TCTGTGG ATAACCGTAT TACCGCCTTT GAGTGAGCTG 

2651 ATACCGCTCG CCGCAGCCGA ACGACCGAGC GCAGCGAGTC AGTGAGCGAG 

2701 GAAGCGGAAG AGCGCCTGAT GCGGTATTTT CTCCTTACGC ATCTGTGCGG 

2751 ■ TATTTCACAC CGCAIATGGT GCACXCTCAG TACAATCTGC TCTGATGCCG 

2801 CATAGTTAAG CCAGTATATA CACTCCGCTA TCGCTACGTG ACTGGGTCAT 

2851 GGCTGCGCCC CGACACCCGC CAACACCCGC TGACGCGCCC TGACGGGCTT 

2901 GTCTGCTCCC GGCATCCGCT TACAGACAAG CTGTGACCGT CTCCGGGAGC 

2951 TGCATGTGTC AGAGGTTTTC ACCGTCATCA CCGAAACGCG CGAGGCCCAG 

3001 CTGGCTTATC GAAATTAATA CGACTCACTA TAGGGAGACC CAAGCTTGCA 

3051 TOCCTGCAGG XCGACXCTAG AGGATCCTGC GCGGGACGTC CTTTGTCTAC 

3101 GTCCCGTCGG CGCTGAATCC CGCGGACGAC CCGTCTCGGG GCCGTTTGGG 

3151 ACTCTACCGT CCCCTTCTTC ATCTGCCGTT CCGGCCGACC ACGGGGCGCA 

3201 CCTCTCTTTA CGCGGTCTCC CCGTCTGTGC CTTCTCATCT GCCGGTCCGT 
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3251 


GTGCACTTCG 


3301 


CACCAGGTCT 


33S1 


GATGTCAACG 


3401 


ACTGGGAGGA 


3451 


GGCTGTAGGC 


3501 


CTCTGCCTAA 


3551 


GTGCCTTGGG 


3601 


GAGCTTCTGT 


3651 


ATTCGAGATC 


3701 


ccgctcgagt 


3751 


TGCTAGGGTG 


3801 


GTCCCGTCGG 


3851 


ACTCTAGCGT 


3901 


CCTCTCTTTA 


3951 


GTGCACTTCG 


4001 


CACCAGGTCT 


4051 


GATGTCAACG 


4101 


ACTGGGAGGA 


4151 


GGCTGTAGGC 


4201 

H m w A 


CTCTGCCTAA 


4251 


GTGCCTTGGG 


4301 


GAGCTTCTGT 


4351 


ATTCGAGATC 


4401 


GAGCTCGAAT 
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CTTCACCTCT GCACGTCGCA 
TGCCCAAGGT CTTACATAAG 
ACCGACCTTG AGGCATACTT 
GTTGGGGGAG GAGATTAGGT 
ATAAATTGGT CTGTTCACCA 
TCATCTCATG TTCATGTCCT 
TGGCTTTGGG GCATGGACAT 
GGAGTTACTC TCTTTTTTGC 
TCCTCGACAC CGCCTCAGCT 
taaccagtcg cgatgcatcg 
TGCTGCCAAC TGGATCCTGC 
CGCTGAATCC CGCGGACGAC 
CCCCTTCTTC ATCTGCCGTT 
CGCGGTCTCC CCGTCTGTGC 
CTTCACCTCT GCACGTCGCA 
TGCCCAAGGT CTTACATAAG 
ACCGACCTTG AGGCATACTT 
GTTGGGGGAG GAGATTAGGT 
ATAAATTGGT CTGTTCACCA 
TCATCTCATG TTCATGTCCT 
TGGCTTTGGG GCATGGACAT 
GGAGTTACTC TCTTTTTTGC 
TCCTCGACAC CGCCTCAGCT 
TCCGTGTATT C 
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TGGAGACCAC CGTGAACGCC 
AGGACTCTTG GACTCTCAGC 
CAAAGACTGT TTGTTTAAGG 
TAAAGGTCTT TGTACTAGGA 
GCACCATGCA ACTTTTTCAC 
ACTGTTCAA6 CCTCCAAGCT 
TGACCCGTAT AAAGAATTTG 
CTTCTGACTT CTTTCCTTCT 
CTATATCGGG AGGcctgcgg 
atgatcaccc gggccatgGC 
GCGGGACGTC CTTTGTCTAC 
CCGTCTCGGG GCCGTTTGGG 
CCGGCCGACC ACGGGGCGCA 
CTTCTCATCT GCCGGTCCGT 
TGGAGACCAC CGTGAACGCC 
AGGACTCTTG GACTCTCAGC 
CAAAGACTGT TTGTTTAAGG 
TAAAGGTCTT TGTACTAGGA 
GCACCATGCA ACTTTTTCAC 
ACTGTTCAAG CCTCCAAGCT 
TGACCCGTAT AAAGAATTTG 
CTTCTGACTT CTTTCCTTCT 
CTATATCGGG AGGGGGTACC 
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HBV-Vektoren und Zellen zu ihrer Bereitstellung 

Die Erfindung betrifft HBV-Vektoren, Verfahren zu ihrer Bereitstellung und hierfur 
verwendbare Zellen sowie die Verwendung der HBV-Vektoren. 

Fur eine Gentherapie werden effiziente Verfahren benotigt, um eine "therapeuti- 
sche" DNA in ausgewahlte Zielorgane zu uberfuhren. Bislang werden hierzu vor 
allem retrovirale Vektoren verwendet, die jedoch den Nachteil besitzen, daB die zu 
behandelnden Zellen zuerst in vitro propagiert, infiziert und dann wieder in den 
Patienten zuruckgebracht werden mussen. Ziel einer Gentherapie sollte jedoch die 
Behandlung von Zellen in situ sein. 

Fur eine Gentherapie in vivo ist die strikte OrganspezifitSt des eingesetzten Vektor- 
systems unbedingte Voraussetzung. Von besonderem Interesse sind hierfur die 
Hepatozyten der Leber. Die Leber ist die Quelle der meisten Serumproteine und 
spielt eine zentrale Rolle bei der Regulation des Stoffwechsels in den peripheren 
Organen. Deshalb manifestiert sich in der Leber auch eine Vielzahl verschiedener, 
erblich bedingter Stoffwechseldefekte. Daruberhinaus ist die Leber auch bei 
einigen, nur sehr schlecht therapierbareh Virusinfektionen betroffen. Des weiteren 
k6nnte die Leber, vorausgesetzt, es gabe ein geeignetes Gentransfersystem, als 
Bioreaktor zur Sezernierung verschiedenster Proteine benutzt werden. Damit 
konnten auch bei der Therapie von Erkrankungen, die sich nicht in der Leber 
manifestieren, neue Wege beschritten werden. 

Ein leberzellspezifisches Gentransfersystem, fur das eine Anwendung in vivo in 
Betracht kame, gibt es allerdings bisher nicht. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Gentransfersy- 
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stem bereitzustellen, das leberzellspezifisch ist und fur eine in vivo Gentherapie 
geeignet ist. 

ErfindungsgemaS wird dies durch die Gegenstande in den Patentanspruchen 
erreicht. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein HBV-Vektor, bei dem funktio- 
nelle Gene von HBV zumindest teilweise deletiert sind. 

Der Ausdruck "HBV" weist auf Hepatitis B Virus hin. Dies ist ein DNA-Virus mit 
einer Genomlange von 3.2 kb. Das Genom von Hepatitis B Virus enthalt vier 
teilweise uberlappende offene Leserahmen (ORF): den Pol-ORF (HBV-Polymerase), 
die S-ORFs (Oberflachenproteine), die C-ORFs (Capsidproteine) und den X-ORF 
(viraler Transaktivator). Hepatitis B Virus ist leberzellspezifisch. 

Der Ausdruck "HBV-Vektor" umfaBt jeglichen HBV-Vektor, der sich fur einen 
Gentransfer, besonders bei einer Gentherapie, ganz besonders bei einer in vivo 
Gentherapie eignet. Der Ausdruck "Vektor" betrifft dabei ein DNA-MolekUl wie 
auch ein Viruspartikel. 

Der Ausdruck "bei dem funktionelle Gene von HBV zumindest teilweise deletiert 
sind" weist darauf hin, daS in einem erfindungsgemaBen HBV-Vektor ein bis alle 
Gene, die zur Replikation von HBV notwendig sind, teilweise oder vollstandig 
deletiert sind. Solche Gene sind insbesondere jene, die fur die Polymerase, die 
Oberflachenproteine und die Capsidproteine von HBV codieren. Aufgrund vor- 
stehender Deletion kann sich ein erfindungsgemaSer HBV-Vektor in einer eukaryo- 
tischen Zelle nicht mehr selbstandig replizieren. 

Vorteilhaft ist es, wenn in einem erfindungsgemSRen HBV-Vektor die Gene fur die 
Polymerase, die Oberflachenproteine und die Capsidproteine von HBV zumindest 
teilweise deletiert sind. Besonders vorteilhaft ist es, wenn diese Gene vollstandig 
deletiert sind. 
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Weiterhin ist es von Vorteil, wenn in einem erfindungsgemaBen HBV-Vektor auch 
das Gen des Transaktivators von HBV mutiert oder teilweise bzw. vollstandig 
deletiert ist. 

Ein bevorzugter HBV-Vektor der vorliegenden Erfindung ist pHBV/V1 . Seine DNA- 
Sequenz ist in Fig. 1 angegeben. In pHBV/V1 sind die Gene fur die Polymerase, die 
Oberflachenproteine und die Capsidproteine von HBV vollstandig deletiert. Ebenso 
weist das Gen fur den Transaktivator von HBV eine ochre Mutation auf. pHBV/V1 
wurde bei der DSM (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen) 
unter DSM 9947 am 3. Mai 1 995 hinterlegt. 

In einem erfindungsgemaBen HBV-Vektor kann aufgrund seiner Deletion eine 
Fremd-DNA inseriert und diese dann In den Zellen, die den HBV-Vektor auf nehmen, 
exprimiert werden. Eine Fremd-DNA kann jegliche DNA, insbesondere ein diagno- 
stisch und/oder therapeutisch wirksames Gen sein. Die Lange der Fremd-DNA kann 
variieren, wobei es vorteilhaft ist, wenn sie etwa 3 kb nicht ubersteigt. Diese 
Lange entspricht auf Proteinebene einem Molekulargewicht Von mehr als 100000, 
was fur gentherapeutische Anwendungen gut ausreicht. 

Die Insertion einer Fremd-DNA in einen erfindungsgemaBen HBV-Vektor erfolgt 
iiber die "multiple cloning site" des letzteren. Damit ist es auch moglich, die 
Fremd-DNA zwischen zwei inverse terminate Repetitionen von Adeno-assoziierten 
Viren zu inserieren. Dies wurde die Integrationsfrequenz sowie die Integrations- 
spezifitat der Fremd-DNA in einem speziellen Chromosom erhohen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Bereit- 
stellung vorstehender HBV-Vektoren. In einem solchen Verfahren wird der Defekt 
in der selbstandigen Replikation eines erfindungsgemaBen HBV-Vektors iiber- 
wunden, indem dieser in Zellen transfiziert wird, die funktionelle HBV-Proteine 
exprimieren. Die Expression der HBV-Proteine kann transient und/oder stabil sein, 
wob i eine stabile Expression bev rzugt ist. Durch das erfindungsgemaBe Ver- 
fahren werden HBV-Vektoren als DNA-Molekule wie auch als Virus-Partikel bereit- 
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gestellt. 

Zur Herstellung vorstehender Zellen konnen ubliche Verfahren verwendet werden. 
Gunstig ist es, Hepatomzellen, z.B. Hep G2-Zellen (vgl. Knowles, B.B. et al., 
Science 209, (1 980), 497-499), mit Expressionsplasmiden zu transfizieren, die fur 
funktionelle HBV-Proteine codieren. Besonders gunstig ist es, wenn die Gene fur 
die einzelnen f unktionellen HBV-Proteine auf verschiedenen Expressionsplasmiden 
vorliegen. 

Zur Herstellung vorstehender Expressionsplasmide erweist es sich als gunstig, 
ubliche, Selektionsmarker aufweisende HBV-Vektoren zu verwenden und in diesen 
den fur die Verpackung notwendigen Epsilon-Bereich sowie unterschiedliche 
funktionelle HBV-Gene zu deletieren. Die DNA-Sequenz von HBV, einschlie&lich 
des Epsilon-Bereiches, ist bekannt (vgl. z.B. Fujiyama, A. et al., Nucl. Acids Res. 
13, (1983), 4601-4610; Polack, J.R. und Ganem, J. Virol. 67, (1993), 3254- 
3263). 

Fur die Transfektion von Hepatomzellen, z.B. Hep G2-Zellen, mit vorstehenden 
Expressionsplasmiden konnen ubliche Verfahren verwendet werden. Fur eine 
transiente Expression der funktionellen HBV-Proteine eignet sich z.B. etn DEAE- 
Dextranverfahren (vgl. McCutchan, J.H. und Pagano, J.S., J. Natl. Cancer Inst. 
41, (1968), 351-357), wahrend fQr eine stabile Expression z.B. eih Calcium- 
phosphat-Prazipitationsverfahren (vgl. Graham, F.L und van der Eb, A. J., Virology, 
52 (1973), 456-467), zu nennen ist. Es werden Zellen erhalten, die funktionelle 
HBV-Proteine exprimieren. Solche Zellen sind ebenfalls Gegenstand der vorliegen- 
den Erfindung. Von diesen werden solche bevorzugt, welche die Polymerase, die 
Oberflachenantigene und die Capsidproteine von HBV exprimieren, insbesondere 
stabil exprimieren. 

Mit der vorliegenden Erfindung wird ein Gentransfersystem bereitgestellt, das 
leberzellspezifisch ist und sich fur eine Gentherapie, insbesondere eine in vivo 
Gentherapie eignet. Das Gentransfersystem umfaSt HBV-Vektoren und Zellen, in 
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Die vorliegende Erfindung ermoglicht es, Fremd-DNA in Leberzellen zu ubertragen 
und dortzu exprimieren. Damit eroffnet sie nicht nur Moglichkeiten zur Behandlung 
monogener Stoffwechseldefekte, z.B. familiare Hypercholesterinamie, Hyperamo- 
namie, Hyperbilirubinamie, Phenylketonuria, oyAntitrypsinmangel, Hamophilie, 
etc., sondern auch zur Therapie multifaktorieller Erkrankungen, wie der Virushe- 
patitiden, z.B. HBV, HCV, HDV, und nicht zuletzt des primaren Leberzellkarzinoms. 

Des weiteren gibt die vorliegende Erfindung die Moglichkeit, die Leber als Bioreak- 
tor zur Sezernierung beliebiger therapeutischer Proteine ins Blut zu benutzen. 
Dadurch ergeben sich neue Aspekte in der Gentherapie, die weit uber das ur- 
sprungliche Zielorgan hinausgehen, wie beispielsweise die Therapie von malignen 
Erkrankungen, von Virusinfektionen oder allgemein von Erkrankungen, welche sich 
nicht in der Leber manifestieren. 

Daruberhinaus ist es mit der vorliegenden Erfindung moglich, verschiedenste 
Verfahren zur Abtotung von Viren in entnommenen Korperflussigkeiten, z.B. Blut, 
zu monitoren. Hierzu kann ein erfindungsgemaSer, mit einem Minotor-Gen ver- 
sehener HBV-Vektor der Korperflussigkeit vor Beginn des Verfahrens zugegeben 
und dann in gewissen Zeitabstanden bestimmt werden. 

Die vorliegende Erfindung eignet sich somit bestens als Reagens fiir Diagnose 
und/oder Therapie. 

Kurze Beschreibung der Zeichnung 

Die Figur zeigt die DNA-Sequenz eines erfindungsgemalSen HBV-Vektors, pHBV/- 
V1. Diese DNA-Sequenz umfaBt folgendes: 
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Nukleotidnr. 


Elemente 


3262-3272 


"direct repeat II" von HBV 




"direct repeat I" von HBV 


3519-3579 


Epsilon-Bereich von HBV 


3694-3748 


"multiple cloning site" 


3962-3970 


"direct repeat II" von HBV 


41 96-4204 


"direct repeat T von HBV 


4288-4293 


Poly A - Region 



Die ubrigen Nukleotide umfassen solche des Klonierungsvektors pSPT 19 (vgl. 
Beispiel 1). 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung. 

Beispiel 1 : Konstruktion eines erfindungsgema&en HBV-Vektors, pHBV/VI 

Aus dem Plasmid pBRHBadr4 (vgl. Fujiyama, A. et al„ vorstehend), das einen HBV 
Subtyp, adr 4, enthalt, wurde ein 621 bp langes BamHI/Stu l-Fragment von adr 4 
herausgeschnitten und in den mit BamHI/Sma I geoffneten KlonierungsvektorpSPT 
19 (vgl. Katalog von Boehringer Mannheim, Bestellnr. 909815) inseriert. Es wurde 
das Plasmid pSPT 0.2x HBV erhalten. Dieses Plasmid enthalt alle fur die HBV- 
Replikation notwendigen, regulatorischen Elemente der E„/C p -Region. In pSPT 0.2x 
HBV wurde an der BamHI-Restriktionsstelle ein komplettes 3215 bp langes HBV- 
Genom (BamHI/BamHI-Fragment) von pBRHBadr4 (vgl. vorstehend) eingesetzt. Es 
wurde das Plasmid pSPT 1.2x HBV erhalten. In diesem Plasmid liegen die vor- 
stehenden, regulatorischen Elemente der E„/C p -Region am 5'Ende und auch am 3'- 
Ende des HBV-Anteils vor. Ferner wurde in den X-ORF (vgl. vorstehend) von pSPT 
1.2x HBV eine ochre Mutation im Codon 8 eingefugt. Es wurde das Plasmid pSPT 
1.2x HBV Mx erhalten. Dieses Plasmid wurde mit Stul und Ncol (Schnittstellen im 
HBV-Genom) gespalten und die funktionellen Gene von HBV wurden entfernt. 
Stattdessen wurde eine "multiple cloning site" eingefugt. Es wurde ein erfindungs- 
gemaBer HBV-Vektor, pHBV/V1, erhalten. 
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B ispiel 2: Expression einer Fremd-DNA in einem erfindungsgemafcen 

HBV-Vektor, pHBV/VI 

In die "multiple cloning site" of pHBV/V1 von Beispiel 1 wurde eine bekannte 
Fremd-DNA inseriert. Dies war das Luciferase-Gen bzw. das LacZ-Genfragment. Im 
ersten Fall wurde das Plasmid pV1/HBV-Luc und im zweiten das Plasmid pV1/HBV- 
LacZ erhalten. Beide Plasmide wurden zu einer transienten Transfektion von 
HepG2-Zellen (vgl. vorstehend) verwendet. 

Es zeigte sich, da& beide Fremd-DNAs exprimiert wurden. Dies ist auch ein Nach- 
weis fur die Replikation von pHB/V1 in Zellen, die HBV-WT-Partikel produzieren. 
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Patentanspruche 

1 . HBV-Vektor, bei dem funktionelle Gene von HBV zumindest teilweise dele- 
tiert sind. 

2. HBV-Vektor nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dafc ferner das Gen 
fur den Transaktivator von HBV mutiert oder teilweise bzw. vollstandig 
deletiert ist. 

3. HBV-Vektor nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dafc die 
Gene fur die Polymerase, die Oberflachenproteine und die Capsidproteine 
von HBV deletiert sind und das Gen fur den Transaktivator von HBV mutiert 
ist. 

4. HBV-Vektor nach Anspruch 3, hinterlegt bei der DSM unter DSM 9947. 

5. Verfahren zur Bereitstellung eines HBV-Vektors nach Anspruch 3, umfas- 
send die folgenden Verfahrensschritte: 

(a) Transfektion von Zellen mit dem HBV-Vektor nach Anspruch 3, 
wobei die Zellen die Polymerase, die Oberflachenproteine und die 
Capsidproteine von HBV exprimieren, und 

(b) Isolierung des in (a) erhaltenen HBV-Vektors. 

6. Zellen, exprimierend die Polymerase, die Oberflachenproteine und die Cap- 
sidproteine von HBV. 

7. Verwendung des HBV-Vektors nach Anspruch 1 als Reagens fur Diagnose 
und/oder Therapie. 

8. Verwendung nach Anspruch 7, wobei die Therapie eine in vivo Gentherapie 
ist. 
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Fig. 1 

1 TATAGTGTCA CCTAAATCGT ATGTGTATGA TACATAAGGT TATGTATTAA 

51 TTGTAGCCGC GTTCTAACGA CAATATGTAC AAGCCTAATT GTGTAGCATC 

101 TGGCTTACTG AAGCAGACCC .TATCATCTCT CTCGTAAACT 6CC6TCAGAG 

151 TCGGTTTGGT TGGACGAACC TTCTGAGTTT CTGGTAACGC CGTCCCGCAC 

201 CCGGAAATGG TCAGCGAACC AATCAGCAGG GTCATCGCTA GCCAGATCCT 

251 CTACGCCGGA CGCATCGTGG CCGGCATCAC CGGCGCCACA GGTGCGGTTG 

301 CTGGCGCCTA TATCGCCGAC ATCACCGATG GGGAAGATCG GGCTCGCCAC 

351 TTCGGGCTCA TGAGCGCTTG TTTCGGCGTG GGTATGGTGG CAGGCCCGTG 

401 GCCGGGGGAC TGTTGGGCGC CATCTCCTTG CAT6CACCAT TCCTTGCGGC 

451 GGCGGTGCTC AACGGCCTCA ACCTACTACT GGGCTGCTTC CTAATGCAGG 

501 AGTCGCATAA GGGAGAGCGT CGATATGGTG CACTCTCAGT ACAATCTGCT 

551 CT6ATGCCGC ATAGTTAAGC CAGCCCCGAC ACCCGCCAAC ACCCGCTGAC 

601 GCGCCCTGAC GGGCTTGTCT GCTCCCGGCA TCCGCTTACA GACAAGCTGT 

651 GACCGTCTCC CGGAGCTGCA TGTGTCAGAG GTTTTCACCG TCATCACCGA 

701 AACGCGCGAG ACGAAA66GC CTCGTGATAC GCCTATTTTT ATAGGTTAAT 

751 GTCATGATAA TAATGGTTTC TTAGACGTCA GGTGGCACTT TTCGGGGAAA 

801 TGTGCGCGGA ACCCCIATTT GTTTATTTTT CTAAATACAT TCAAATATGT 

851 ATCCGCTCAT GAGACAATAA CCCTGATAAA TGCTTCAATA ATATTGAAAA 

901 AGGAAGAGTA TGAGTATTCA ACATTTCCGT GTCGCCCTTA TTCCCTTTTT 

851 TGCGGCATTT TGCCTTCCTG TTTTTGCTCA CCCACAAACG CTGGTGAAAG 

1001 TAAAAGATGC TGAAGATCAG TTGGGTGCAC GAGTGSGTTA CATCGAACTG 

1051 GATCTCAACA GCGGTAAGAT CCTTGAGAGT TTTC6CCCCG AA6AACGTTT 

1101 TCCAATGATG AGCACTTTTA AAGtTCTGCT ATGTGGCGCG GTATTATCCC 

1151 GTATTGACGC CGGGCAAGAG CAACTCGGTC GCCGCATACA CTATTCTCAG 

1201 AATGACTTGG TTGAGTACTC ACCAGTCACA GAAAAGCATC TTACGGATGG 

1251 CATGACAGTA AGAGAATXAT GCAGTGCTGC CATAACCATG AGTGATAACA 

1301 CTGCGGCCAA CTTACTTCTG ACAACGATCG GAGGACCGAA GGAGCTAACC 

1351 CCTTTWTGC ACAACATGGG GGATCAXGTA ACTCGCCTTG ATCGTTGGGA 

1401 ACCGGAGCTG AATCAAGCCA TACCAAACOA COAOCGTGAC ACCACOATOC 

1451 CTGIA6CAAT GGCAACAACG TTGCGCAAAC TATIAACTGG CGAACTACTT 

1501 ACTCTAGCTT CCCGGCAACA ATTAATAGAC TGGATGGA6G CGGATAAAGT 

1551 TGCAGGACCA CTTCTGCGCT CGGCCCTTCC GGCTGGCTGG TTTAXTGCTG 
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1601 ATAAATCTGG AGCCGGTGAG CGTGGGTCTC GCGGTATCAT TGCAGCACTG 

1651 GGGCCAGATG GTAAGCCCTC CCGTATCGTA GTTATCTACA CGACGGGGAG 

1701 TGAGGCAACT ATGGATGAAC GAAATAGACA GATCGCTGAG ATAGGTGCCT 

1751 CACTGATTAA GCATTGGTAA CTGTCAGACC AAGTTTACTC ATATATACTT 

1801 TAGATTGATT TAAAACTTCA TTTTTAATTT AAAAGGATCT AGGTGAAGAT 

1851 CCTTTTTGAT AATCTCATGA CCAAAATCCC TTAACGTGAG TTTTCGTTCC 

1901 ACTGAGCGTC AGACCCCGTA GAAAAGATCA AAGGATCTTC TTGAGATCCT 

1951 TTTTTTCTGC GCGTAATCTG CTGCTTGCAA ACAAAAAAAC CACCGCTACC 

2001 AGCGGTGGTT TGTTTGCCGG ATCAAGAGCT ACCAACTCTT TTTCCGAAGG 

2051 TAACTGGCTT CAGCAGAGCG CAGATACCAA ATACTGTCCT TCTAGTGTAG 

2101 CCGTAGTTAG GCCACCACTT CAAGAACTCT GTAGCACCGC CTACATACCT 

2151 CGCTCTGCTA ATCCTGTTAC CAGTGGCTGC TGCCAGTGGC GATAAGTCGT 

2201 GTCTTACCGG GTTGGACTCA AGACGATAGT TACCGGAXAA GGCGCAGCGG 

2251 TCGGGCTGAA CGGGGGGTXC GTGCACACAG CCCAGCTTGG AGCGAACGAC 

2301 CTACACCGAA CTGAGATACC TACAGCGTGA GCATTGAGAA AGCGCCACGC 

2351 TTCCCGAAGG GAGAAAGGCG GACAGGTATC CGGTAAGCGG CAGGGTCGGA 

2401 ACAGGAGAGC GCACGAGGGA GCTTCCAGGG GGAAACGCCT GGTATCTTTA 

2451 TAGTCCTGTC GGGTTTCGCC ACCTCTGACT TGAGCGTCGA TTTTTGTGAT 

2501 GCTCGTCAGG GGGGCGGAGC CTATGGAAAA ACGCCAGCAA CGCGGCCTTT 

2551 TTACGGTTCC TGGCCTTTTG CTGGCCTTTT GCTCACATGT TCTTTCCTGC 

2601 GTTATCCCCT GATTCTGTGG ATAACCGTAT TACCGCCTTT GAGTGAGCTG 

2651 ATACCGCTCG CCGCAGCCGA ACGACCGAGC GCAGCGAGTC AGTGAGCGAG 

2701 GAAGCGGAAG AGCGCCTGAT GCGGTATTTT CTCCTTACGC ATCTGTGCGG 

2751 ■ TATTTCACAC CGCATATGGT GCACTCTCAG TACAATCTGC TCTGATGCCG 

2801 CATAGTTAAG CCAGTATATA CACTCCGCTA TCGCTACGTG ACTGGGTCAT 

2851 GGCTGCGCCC CGACACCCGC CAACACCCGC TGACGCGCCC TGACGGGCTT 

2901 GTCTGCTCCC GGCATCCGCT TACAGACAAG CTGTGACCGT CTCCGGGAGC 

2951 TGCATGTGTC AGAGGTTTTC ACCGTCATCA CCGAAACGCG CGAGGCCCAG 

3001 CTGGCTTATC GAAATTAATA CGACTCACTA TAGGGAGACC CAAGCTTGCA 

3 051 TOCCTGCAGG TCOACTCTAG AGGATCCTGC GCGGGACGTC CTXTGTCTAC 

3101 GTCCCGTCGG CGCTGAATCC CGCGGACGAC CCGTCTCGGG GCCGTTTGGG 

3151 ACTCTACCGT CCCCTTCTTC ATCTGCCGTT CCGGCCGACC ACGGGGCCCA 

3201 CCTCTCTTTA CGCGGTCTCC CCGTCTGTGG CTTCTCATCT GCCGGTCCGT 
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3251 GT6CACTTCG CTTCACCTCT 6CACGTCGCA TGGAGACCAC CGTGAACGCC 

3301 CACCAGGTCT TGCCCAAGGT CTTACATAAG AGGACTCTTG GACTCTCAGC 

3351 GATGTCAACG ACCGACCTTG AGGCATACTT CAAAGACTGT TTGTTTAAGG 

3401 ACTGGGAGGA GTTGGGGGAG GAGATTAGGT TAAAGGTCTT TGTACTAGGA 

3451 GGCTGTAGGC ATAAATTGGT CTGTTCACCA GCACCATGCA ACTTTTTCAC 

3501 CTCTGCCTAA TCATCTCATG TTCATGTCCT ACTGTTCAAG CCTCCAAGCT 

3551 GTGCCTTGGG TGGCTTTGGG GCATGGACAT TGACCCGXAT AAAGAATTTG 

3601 GAGCTTCTGT GGAGTTACTC TCTTTTTTGC CTTCTGACTT CTTTCCTTCT 

3651 ATTCGAGATC TCCTCGACAC CGCCTCAGCT CTATATCGGG AGGcctgcgg 

3701 ccgctcgagt taactagtcg cgatgcatcg atgatcaccc gggccatgGC 

3751 TGCTAGGGTG TGCTGCCAAC TGGATCCTGC GCG6GACGTC CTTTGTCTAC 

3801 GTCCCSTCGG CGCTGAATCC CGCGGACGAC CCGTCTCGGG GCCGTTTGGG 

3851 ACTCTAGCGT CCCCTTCTTC ATCTGCCGTT CCGGCCGACC ACGGGGCGCA 

3901 CCTCTCTTTA CGCGGTCTCC CCGTCTGTGC CTTCTCATCT GCCGGTCCGT 

3951 GTGCACTTCG CTTCACCTCT GCACGTCGCA TGGAGACCAC CGTGAACGCC 

4001 CACCAGGTCT TGCCCAAGGT CTTACATAAG AGGACTCTTG GACTCTCAGC 

4051 GATGTCAACG ACCGACCTTG AGGCATACTT CAAAGACTGT TTGTTTAAGG 

4101 ACTGGGAGGA GTTGGGGGAG GAGATTAGGT TAAAGGTCTT TGTACTAGGA 

4151 GGCTGTAGGC ATAAATTGGT CTGTTCACCA GCACCATGCA ACTTTTTCAC 

4201 CTCTGCCTAA TCATCTCATG TTCATGTCCT ACTGTTCAAG CCTCCAAGCT 

4251 GTGCCTTGGG TGGCTTTGGG GCATGGACAT TGACCCGTAT AAAGAATTTG 

4301 GAGCTTCTGT GGAGTTACTC TCTTTTTTGC CTTCTGACTT CTTTCCTTCT 

4351 ATTCGAGATC TCCTCGACAC CGCCTCAGCT CTATATCGGG AGGGGGTACC 

4401 GAGCTCGAAT TCCGTGTATT C 
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